
13a. Regolazione dell'espressione genica negli eucarioti 

• Livelli di espressione 

• Punti di controllo 

• Tipi di controllo 

• Controllo traschzionale 

• Unità traschzionale 

• Proteine che legano il DNA 

• Modelli strutturali 

• Elica-giro-elica ed eHca-ansa-elica 

• Otta di zinco 

• Cerniera di leucine 

• Legame cooperativo 

• Attivatori e co-attivatori 

• Promotori eucarìotici 

• TATA-box binding protein 

• Enhancers 

• Silencers 

• Isolatori 

• Recettori citoplasmatici e nucleari 

• Amplificazione genica: DHFR 
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3.000-4.000 geni in cellula batterica 
24.000 geni in cellula umana 



10.000 - 20.000 diverse proteine 
in una cellula eucariotica tipica 




ivelli ai esoression 



Alcuni geni sono espressi: 
MOLTO 

(ad es. proteine ribosomiali, fattori di a 

IN MODO CONTINUO 

(geni housekeeping; pochi RNA ma stabili) 

RARAMENTE 

(enzimi inducibili, ad es. riparazione) 



SOLO IN ALCUNI TESSUTI 

(specializzazione cellulare) 



ontrollo aenico 



Nei PROCARIOTI 
serve per: 

- Adattare il batterio 
ai cambiamenti 
nutrizionali 

- Divisione cellulare 



Negli EUCARIOTI 
serve per: 

- Regolare un 
programma genetico alla 
base dello sviluppo 
embrionale e 
del differenziamento 
cellulare e tissutale 
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eaolazione fenica 



Finalità: 

• Specializzazione (differenziamento) 

• Risposta ai cambiamenti ambientali 

• Variazioni funzionali 



Logica: 
Flessibilità di risposta 



Base fisiologica: 

• La maggior partedei geni è repressa e viene espressa "a scalini" 

• I geni regolati sono soggetti a controllo positivo e negativo COMBINATORIO 




1. 



2. 



3. 



4. 



6. 



unti di reqolazione 



CONTROLLO TRASCRI2IONALE 

(frequenza di trascrizione) 

CONTROLLO MODIFICAZIONE RNA 

(splicing, elaborazione) 

CONTROLLO TRASPORTO RNA 

(selezione mRNA trasportati nel citoplasma) 

CONTROLLO TRADUZIONALE 

(selezione mRNA da tradurre nel citoplasma) 

CONTROLLO DEGRADAZIONE RNA 

(destabilizzazione selettiva degli mRNA) 

CONTROLLO DELL'ATTIVITÀ DELLE PROTEINE 

(attivazione, inattivazione, compartimentazione) 
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Trascrizione primo punto controllo e regolazione... tanto RNA, 
tanta proteina 




Sequenze di regolazione molto più estese e complesse, in 
organismi superiori 



a trascriziona 



Za 




Sequenze di regolazione molto più estese e complesse, in 
organismi superiori 



La regolazione genica a livello trascrizionale 
avviene attraverso il legame di fattori proteici a 
sequenze nucletodiche di regolazione. 
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I fattori proteici impegnati nella regolazione 
dell'espressione genica agiscono in trans 
legandosi alle sequenze di DNA che sono in 
prossimità del gene (in cis). 



L 
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Proteine leaanti il DNA sitospecifiche 



Vi sono proteine che legano aspecificamente il DNA 
(ad es. gli istoni) 

Quelle più importanti sono le proteine leganti il DNA 
sitospecifiche che hanno invece diverse funzioni: 
- di ripiegare il DNA in domini 



- ecc. 

Queste proteine si legano al DNA dall'esterno (nel 
solco maggiore o minore) senza creare perturbazioni 
alla molecola del DNA. 
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Struttura antiparallela doppia elica fa si che si formi un solco (o 
scanalatura) maggiore ed uno minore. 




Più' proteine aumentano superficie di legame e numero di basi 
del DNA che possono essere lette 




elica-giro-elica 

elica-ansa-elica (c-myc) 

dita di zinco (SPI) 

cerniera di leucine (c-fos e c-jun) 




elica-giro-elica 

elica-ansa-elica (c-myc) 

dita di zinco (SPI) 

cerniera di leucine (c-fos e c-jun) 
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struttura a dimero; le eliche sono tenute insieme dalle catene 
laterali che hanno amminoacidi idrofobici, generalmente leucina 

le leucine sono spaziate ad intervalli regolari, e agiscono come i 
// denti ,/ di una cerniera che tengono insieme le due parti del 
dimero 
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eucme zippe 





Le cerniere di leucina dimerizzano 


Le leucine sulle facce 
idrofobiche delle eliche 
interagiscono 


\ 

c^Jo 

La regione C)p La regione 
basica lega Cw •O < basica lega 
il DNA CE •iO il DNA 

Subunrtà lYWV YWySubUfllll 2 

/AVAYA 







motivo a cerniera di leucine 



Gcn4/DNA 




possono essere omodimeri (proteine identiche) o eterodimeri 
(proteine diverse) 

esempi: i proto-oncogeni c-fos e c-jun 

eterodimeri consentono diverse combinazioni, e quindi 
amplificano le possibilità di controllo 

ad esempio, due dimeri, A e B, consentono ben 4 diverse 
combinazioni: 

AA 

AB 



BA 
BB 




Dimerizzazione e controllo combinatoriale 




Dimerizzazione e controllo combinatoriale 



Zing fing er) © 

Foglietto Beta 



Zinco (Cys-His) 
Elica Alfa 

Legame con: 

2 Istidine (His) 
2 cisteine (Cys) 

oppure 

4 cisteine 
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alfa elica (destra) e foglietto beta (sinistra) tenuti insieme da 
atomo di zinco, che ne stabilizza la struttura 

presenza di zinco, tiene vicine le due regioni in una struttura 
molto compatta, che protrude dalla struttura proteica 
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Figura 10.2 Diagramma schematico del oVto di zinco 
della proteina 2*1263. Il lato destro del dito e un Memento 
p antipar attero (grato) e il lato sinistro è un 'a esca •: roseo) 
Due ottiene nei Memento |5 • due iet<hne nello -elice co- 
ordinano lo torve zinco al contro (blu). La linea tratteggiata 
trecche il profilo dehe forma e dito (Dee PavMicti NJR • 
C O . Pabo. Zirvc firvger-DNA recognrtion: Crystal stroctu- 
m of a Zif 268 DNA compi» al 2.1 A. Science 2S2:812. 
1991 J 



alfa elica (destra) e foglietto beta (sinistra) tenuti insieme da 
atomo di zinco, che ne stabilizza la struttura 

presenza di zinco, tiene vicine le due regioni in una struttura 
molto compatta, che protrude dalla struttura proteica 




proteine basate su dita di zinco possono avere più regioni in 
grado di contattare e "leggere" la sequenza di DNA alla quale 
vanno a legarsi 

questo consente elevata specificità 



zif268/DNA 
(zinc finger) 




un esempio, fattore WT1 

WT1 è una proteina che agisce da repressore, espressa prevalentemente 
nel rene durante lo sviluppo embionale 

ha dominio di legame al DNA di tipo zinc finger 



individui che portano mutazione su entrambi i geni non producono 
proteina WT1 funzionale, e quindi non si ha repressione della regione di 
controllo di un gene che codifica per un attivatore della trascrizione 
detto EGR-1 

Questi individui producono cancro giovanile al rene, detto Tumore di 
Wilms. 




atomo di zinco nella struttura della zinc finger 

alfa elica e foglietto beta tenuti insieme dallo zinco 

spesso questi motivi zinc finger multipli, ripetuti e disposti in 
maniera tale da contattare più volte la scanalatura maggiore del 
DNA; permette quindi interazione forte e molto specifica con il 
DNA (riconoscimento di più basi) 




Proteina regolatrice, con un dominio zinc finger ed un dominio 
elica-ansa-elica. 




Proteine regolatrici con modelli strutturali diversi possono agire 
in maniera cooperativa 

NFAT legame debole, API legame debole, se insieme, legame 
cooperativo e' più 7 forte 

Regolazione combinata 



omini deqli attivatori 



Un attivatore ha domini indipendenti 



Dominio di connessione 

j Dominio attivatore 



Dominio di legame al DNA 



Un attivatore può usare un coattivatore 



Coattivatore 



Attivatore 




elementi di regolazione-posizionamento nel promotore degli 
elicanoti più difficile da individuare rispetto a promotori 
procariotici 

Batteri -10 e -35 



Modulo relativamente costante è TATAbox, sequenza TATAA in 
5' (25-30 nt) rispetto al sito di inizio della trascrizione 



romotore eucariotico 




Elementi di controllo promotori eucariotici non così ben 
definibili come per i procarioti 

Elementi cambiano in funzione dell' RN A polimerasi che 
trascrive, e possono essere presenti sia prima che dopo il sito di 
inizio della trascrizione 
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romotore: 
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modello relativamente costante è tata box, sequenza TATAA in 
5' (25-30 nt) rispetto al sito di inizio della trascrizione 




Particolare DNAbinding protein. Struttura "a sella", piega il 
DNA che, supera vvolto negativamente, si denatura... apertura 
piccola regione della doppia elica del DNA favorisce l'accesso 
alla RNA polimerasi che comincia la trascrizione 




Particolare DNAbinding protein. Struttura "a sella", piega il 
DNA che, supera vvolto negativamente, si denatura... apertura 
piccola regione della doppia elica del DNA favorisce l'accesso 
alla RNA polimerasi che comincia la trascrizione 
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Particolare DNAbinding protein. Struttura "a sella", piega il 
DNA che, supera vvolto negativamente, si denatura... apertura 
piccola regione della doppia elica del DNA favorisce l'accesso 
alla RNA polimerasi che comincia la trascrizione 
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MODULO 



CONSENSO 



FATTORE DISTRIBUZIONE 



TATA box (-25) TATAAA 



TFIID 



generale 



CAAT box (-80) GCCCAATCT 



CTF/NF-1 generale 



GC box (-90) 



GGGCGG 



generale 



Ottamero 



ATTTGCAT 



Oct-1/Oct-2 generale/I infoiò e 



GGGACTTTCC NFkB/H2-TF1 generale/linfoide 



GTACGT 



generale 



esistono diverse sequenze consenso nei promotori eucarioti 



non sempre sono presenti tutte, e spesso ci sono diverse 
combinazioni 



promotore eucarioti quindi non ha sempre una struttura ben 
definita come quello dei procarioti, ma ha invece una struttura 
più complessa, variabile da gene a gene, in modo da permettere 
il legame con fattori diversi (attivazione, repressione, 
modulazione) che consentono una regolazione precisa e fine 
dell'attività del gene sotto controllo 
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L'esempio mostra la diversa organizzazione, numero e posizione 
di diverse regioni "consenso" in tre diversi promotori eucariotici 

TATA box, sito inizio trascrizione, in geni espressi 
frequentemente; localizzazione a -25 

in alternativa, sito iniziatore, meno conservato 
sequenza CAAT, localizzata generalmente a -80 

Sequenza GC-box, alla quale si lega fattore di trascrizione SPI 
(stimulatori protein 1) 




fattori di controllo possono essere sia attivatori della trascrizione, 
sia repressori 




Enhancer regton 
(may be thousands of 
base* from surf site) 


Transcription start site 


Upstream control Upstream 
-200 elementi -50 


Do*nstream 




-25 lf 
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This region rs the promotor; note that 






tnis is not pre<isely defmed 






la regione del promotore, fino a -200, non può essere definita in 
modo preciso, perchè varia nei diversi tipi di promotori per i 
diversi geni 



l'enhancer/ amplificatore può trovarsi anche a migliaia di basi di 
distanza dalla regione del promotore, ed essere presente non solo 
in 5', ma anche in 3' o in alcuni casi negli introni. 

Enhancer scoperti studiando scarsi livelli di espressione geni 
eucariotici, quando solo piccola regione a monte del gene veniva 
clonata 




sequenza anche molto distante dal sito di inizio della trascrizione 

enhancer o amplificatore 

sequenza anche lunga, 200 bp in media 

siti di riconoscimento per proteine che legano il DNA 




sequenza enhancer lega fattori di attivazione, che hanno due 
domini: 

dominio che lega il DNA 

dominio di attivazione, che lega altre proteine 




Più enhancer possono legare diversi fattori di attivazione, i quali 
tutti insieme possono interagire con altri co-attivatori, e questi 
infine attivare il promotore e quindi l'assemblaggio dei 
componenti del complesso della RNA polimerasi II 




Più enhancer possono legare diversi fattori di attivazione, i quali 
tutti insieme possono interagire con altri co-attivatori, e questi 
infine attivare il promotore e quindi l'assemblaggio dei 
componenti del complesso della RNA polimerasi 




ennance 



Un enhancer attiva un promotore 
Enhancer Promotore 

Trascrizione 



Un isolatore blocca razione dell enhancer 
Enhancer Isolatore Promotore 

Nessuna 
trascrizione 



solatore e cromatina 



Un isolatore può bloccare l'eterocromatina 



L eterocromatina diffonde per bloccare 
il promotore 



ijra 



Un isolatore attivo è una barriera 
per l'eterocromatina 



rascrizione 



Centro Isolatore Promotore 

di propagazione 




un 



soiatori ed anse 




Isolatori potrebbero agire a livello base delle anse, isolando l'una 
dall'altra 

Richiamo struttura DNA associato ai nucleosomi. . . fibre ed anse. 
Un'ansa è una unità strutturale, ma anche funzionale 




AMPLIFICAZIONE PROGRAMMATA: 

per aumentare il livello di esperessione di un certo gene, alcuni 
organismi amplificano la sequenza del DNA che contiene il gene 
in questione, originando diverse origini e forche di replicazione 

esempio, geni in cellule del follicolo ovarico in Drosophila che 
producono le proteine del corion (involucro) dell'uovo 

questa regione viene aplificata diverse volte (fino a 15 volte!) 
aumentando di conseguenza il numero di copie di questi geni 
disponibili per la trascrizione 




AMPLIFICAZIONE NON PROGRAMMATA 
osservata in cellule in coltura 

metotrexate farmaco che inibisce l'enzima deidrofolato riduttasi, 
e quindi la conversione NADPH -> NADP+, fondamentale in 
molti processi metabolici 

in presenza del metotrexate metabolismo cellulare viene alterato, 
e la cellula muore 

si sono osservate in vitro colture cellulari resistenti al farmaco 




le cellule diventano resistenti perché amplificano, secondo un 
meccanismo simile a quello visto in drosophila, le regioni che 
contengono il gene per la DHFR (deidrofolato riduttasi). In 
presenza di più copie del gene si ha una mggiore produzione 
dell'enzima, e quindi non tutto viene inibito e quello ancora 
funzionante può prendersi carico delle attività enzimatiche 
necessarie, consentendo sopravvivenza delle cellule 

spesso nelle regioni amplificate si hanno rearrangiamenti che 
provodcano distacco di queste lunghe regioni ripetute contenenti 
copie multiple del genere della DHFR 




si originano così dei piccoli cromosomi, detti "doublé minutes", 
visibili come piccoli puntini in coppia, in analisi del cariotipo 




in altri casi, regione viene amplificata sul cromosoma, visibile 
come HSR (homogenously stained region) ossia regioni colorate 
in maniera uniforme 




Problema variabilità Ig contro tutti i possibili diversi agenti infettivi e antigeni 

genoma umano ha circa 20-25 k geni, non può codificare per tutti i possibili 
anticorpi contro tutti i possibili antigeni 

Immunoglobulina ha regione C, costante, e regioni V, variabili 
esiste poi catena leggera e catena pesante 

non esistono geni completi per regioni variabili delle catene pesanti e leggere, 
ma solo dei segmenti 

ad esempio cromosoma 14 ha 11 segmenti genici CH (costante pesante) 

a monte di quete regioni costanti esistono tanti segmenti VH (variabili pesanti), 
in questo caso 86 segmenti VH, e inoltre 30 segmenti DH (diversi) e 9 segmenti J 
(giunzione); le catene leggere non hanno invece segmento D (come in figura) 

durante maturazione linfocita B avvengono riarrangiamenti cromosomici che 
legano uno dei segmenti VH ad uno dei segmenti DH, e ancora al segmento JH e 
infine il gruppo V(D)J si lega ad una regione C; alla fine, ciascun linfocita ha un 
insieme unico e specifico di segmenti, e produce una particolare 
immunoglolbulina o anticorpo 
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romatina 



Eucromatina ed eterocromatina 

A: Immagine al microscopio ottico di cellule con nuclei a cromatina 

finemente dispersa 
B e C: Immagini al microscopio elettronico a trasmissione di un 
nucleo rotondeggiante e poco eterocromatico di un linfocita (B) e di un 
nucleo segmentato e molto eterocromatico di un granulocita (C) 
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Cromatina struttura complessa. Accesso proteine regolatrici? 

Regolazione a livello di struttura della cromatina interessa 
fenomeni epigenetici, quali metilazione del DNA, modificazione 
degli istoni e rimodellamento della cromatina 




nucleosomi in zone attive hanno pochi istoni HI e istoni 
nucleosoma sono acetilati 

vi sono regioni ipersensibili a DNasi, quindi evidentemente più 
esposte, con cromatina meno compattata per favorire legame con 
fattori di trascrizione e regolazione 

Al contrario, deacetilazione istoni provoca cambiamento 
struttura cromatina, che diventa più compatta e quindi meno 
accessibile ai fattori di trascrizione 

controllo a livello della deacetilazione 

gruppo acetile: CH3-C=0 

importante anche fosforilazione dell'istone HI, responsabile di 
maggiore compattazione della cromatina (forse per attrazione 
elettrostatica con altre regioni cariche positivamente) 




Esempio il coattivatore GCN5p di lievito, che ha attività HAT 
(istone acetil transferasi) 

nell'uomo esiste una proteina analoga con la stessa attività, che si 
chiama PCAF, associata a proteine p300/ CBP 

questi fattori acetilano gli istoni ma anche alcuni fattori di 
trascrizione 

acetilazione quindi permette decondensazione cromatina che 
diventa accessibile ad altri fattori di regolazione e all'apparato di 
trascrizione 




Acetilazione accompagnata da azione complesso rimodellatore 
cromatina, che rende regione da trascrivere più' "accessibile" 




Gruppo acetile aggiunto a code terminali degli istoni, che 
sporgono dal core del nucleosoma. 

Acetili aggiunti a lisine 



Repressore: 
deacetilazione 



Attivatore: 
Iper-acetilazione 



Re 
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Complessi Repressori attivano le deacetilasi, rimozione acetili, 
compressione cromatina 



Complessi Attivatori attivano le acetilasi, iperacetilazione istoni, 
rilassamento cromatina 




Attivatore lega sequenza specifica. Richiama complesso 
rimodellamento cromatina, e/o istone acetilasi. 

Modificazione istoni, e quindi cromatina 



